The nanobiosensor of rfbE geneof detection by Minaei, Mohammad Ebrahim. et al.
 411-421/ 5931 / مهر و آبان4، شماره 81مجله دانشگاه علوم پزشکی شهرکرد/ دوره 
 مقاله پژوهشی
 ri.ca.uhi@iianimm :liam-E، 30591225390تلفن:  -یشناس ستیگروه ز -(ع) نیدانشگاه جامع امام حس -تهران: نویسنده مسئول*
 411
در  Ebfrژن  یتوال صیتشخ یبرا AND ونیداسیبریبر ه یمبتن وسنسورینانوب
 7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر ینمونه واقع
 
 2یهنر نی، حس3ینجف ی، مصطف2یسعادت ی، مجتب*1یینایم میمحمد ابراه
(ع)، تهران،  نینشگاه جامع امام حسدا ،یشناس ستیگروه ز2 ران؛ی(ع)، تهران، ا نیدانشگاه جامع امام حس ،یشناس ستیزگروه  دانشجو،1
 رانی(ع)، تهران، ا نیحس مامدانشگاه جامع ا ،یمیگروه ش3 ران؛یا
 49/11/21 :پذیرشتاریخ          49/01/5 تاریخ دریافت:
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 مقدمه:
 یاکولیشیاشر های هیتوسط جدا یآلودگ ینیدامنه علائم بال
 )iloc aihcirehcsE cigahrromehoretnE( کیانتروهموراژ
 نی. اسازد یرا دشوار م صیاست و اغلب تشخ عیوس
بدون علامت، با علائم  یآلودگ جادیا تواند یم یباکتر
)، سندرم CH( کیهموراژ تیکول ،یاسهال، اسهال خون
، )emordnyS cimerU citylomeH( کیتیهمول یاورم
در  یماری. بدی) و مرگ نماPTTپورپورا ( یتوپنیترمبوس
دوره اسهال بدون خون، با استفراغ و  یاز افراد در ط یمین
 یروز اسهال خون 2تا  1حالت تهوع همراه است. پس از 
 تیاهم ).2،1( ابدی یم شیافزا یشکم یو دردها شود یم
به دلیل ایجاد  کیانتروهموراژ یاکولیشیاشر های هیجدا
 خطر ترین جدی که باشد  همولیتیک می  سندروم اورمی
). 3( گردد  محسوب می CEHE های هجدای با عفونت
همولیتیک   همولیتیک با سندروم آنمی  سندروم اورمی
 چکیده:
 یماريب صيدارد و تشخ یعيدامنه وس 7H:751O یاکوليشیاشر یآلوده به باکتر مارانيب ینيعلائم بال زمينه و هدف:
باشند. هدف  یم یاريبس بیمعا یمتعارف عوامل بيولوژیك دارا صيتشخ یها آن دشوار است. روش میعلا یاز رو
 وسنسورينانوب لهيوسه ب 7H:751O یاکوليشیاشر یباکتر یدر نمونه واقع Ebfrژن  یتوال صيتشخ ق،يتحق نیانجام ااز 
 بود. ییايميالکتروش
 یژنوم باکتر وسنسور،ينمونه قبل از سنجش با نانوب یآماده ساز یبرا ،یمطالعه تجرب نیدر ا :یبررس روش
 tiK iniM noitcartxE AND MToiBanyD صيتخل تيتفاده از کو با اس lCaN-BATCبه روش  751O یکولايشیاشر
و به مدت  گراد یسانتدرجه  73 یدر دما 751O یکولايشیاشر یباکتر یژنوم AND یمی. هضم آنزدیاستخراج گرد
توسط  7H :751O یاکوليشیاشر یباکتر Ebfrژن  نان،يصورت گرفت. به منظور اطم یحرارت ونيو دناتوراس قهيدق 4
 لهيوسه ب 7H :751O یاکوليشیاشر یباکتر یدر نمونه واقع Ebfrژن  یداده شد. توال صيتشخ RCPواکنش 
 گرفت. ارمورد سنجش قر AND ونيداسیبريبر ه یمبتن وسنسورينانوب
الکترود با  یشده رو تيتثب ANDss نيبر هم کنش مناسب ب انگريدست آمده از مقاومت انتقال بار به ب جینتا ها: افتهی
 زيآم تيموفق صيدهنده تشخ بوده و نشان RCPو محصول  7H:751O یکولايشیاشر یم هضم شده باکترژنو AND
ژنوم هضم شده  صيقادر به تشخ وسنسوريوبنان نی. اباشدی م 7H:751O یاکوليشیاشرباکتری  Ebfrاز ژن  یا قطعه
 .است تريل یليدر م یکولايشیاشر یباکتر 201رقت متناظر با غلظت  نیبود که ا 01-6تا رقت  یباکتر
در نمونه  Ebfrژن  یتوال صيتشخ یبرا AND ونيداسیبريبر ه یمبتن وسنسورينانوب ق،يتحق نیدر ا :یريگ جهينت
 یبرا یا نهيتواند زم یشد که م یريکارگه مطلوب ب تيبا دقت و حساس 7H:751O یاکوليشیاشر یباکتر یواقع
 باشد. AND صيساخت ابزار تشخ
 
 .ونيداسیبريه وسنسور،ي، نانوب7H:751O یاکوليشیاشر یباکتر های کليدی: اژهو
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میکروآنژیوپاتیک، ترمبوسیتوپنی و نقص کلیوی حاد 
 به توانند می سنی هر در بیماران. گردد مشخص می
های کمتر  ولی اغلب موارد آن در بچه ؛مبتلا گردند CUH
، انتروهموراژیک های هجدای میان از. دهد سال رخ می 01از 
عامل ایجاد  ترین به عنوان شایع 7H:751Oسروتیپ 
). 4( شود همولیتیک محسوب می  کننده سندروم اورمی
مربوط به  های هیرسد که بعد از اتصال جدا به نظر می
 دیشد یبیتخر یها بیروده و ایجاد آس یالاپیتل
) gnicaffE /gnihcattA ای(ضایعات اتصال و محو شدن 
کوچک، شیگا  ی روده یپوشش یها در سطح سلول
ناشناخته از   توکسین تولید شده توسط مکانیسمی
 های موکوس روده وارد جریان خون شده و به بافت
  میاور سندروم و شود  می متصل کلیه خصوص به ویژه
آورد. در مطالعات انجام شده  همولیتیک را به وجود می
ها عامل انتقال  نوتروفیل است ممکن که کنند یپیشنهاد م
 در که باشند کلیه های شیگا توکسین به خون و گلومرول
 و کورتکس اندوتلیال های سلول تورم حادثه این اثر
 درس  می نظر به. شود می دیده ناحیه آن در آتروفی نکروز
روی کلیه به عنوان رسپتور برای شیگا  3bGرسپتور 
 نیرا همچن CEHE باکتری). 5( دکن  توکسین عمل می
اسهال  یماریکه ب نامند یم کیژنیوروتوکس یاکولیشیاشر
 0548945. این باکتری دارای آورد یوجود مه را ب یخون
 یدیتک نوکلئوت سمیمورف یلوکوس پل 69ژن و  38باز، 
 ).6( ) استPNS =msihpromyloP editoelcuN elgniS(
حساس  و قیدق ع،یسر صیتشخ یها  یورافن
کنترل  ،ینیبال صیدر تشخ زا یماریب یها یباکتر یبرا
 تیاهم ییمواد غذا یمنیو ا ستیز طیمح شیپا ،یماریب
 متعارف  ییشناسا یها  دارند. روش یادیز اریبس
استفاده از  ،ییایمیوشیعوامل بیولوژیک شامل روش ب
  یولمولک یها  روش زیو ن یسرولوژ های کیتکن
اما  ؛باشد ) میRCP( مرازیپل یا هریاز جمله واکنش زنج
هستند و برخی  ریو وقت گ دهیچیها دشوار، پ  روش نیا
 ).7( هدف را ندارند یابیلازم برای رد یژگیها و از آن
متعارف در نهایت  یها  حاصل از روش نتایج
 سروتیپ خاص موجود  صیتواند منجر به تشخ  می
  برای هیچ یک از ،یدر نمونه گردد. به طور کل
محیط کشت اختصاصی  شیاکولییهای اشر  پاتوتایپ
ای کلاسیک، ه وجود ندارد و باید ترکیبی از روش
ها استفاده  سرولوژی و مولکولی را برای شناسایی آن
اطلاعات  ها هیلذا جهت تشخیص اینگونه جدا ؛ودنم
بیمار به عنوان  ینیعلائم کلینیکی و بال ریموجود بیمار نظ
 .شوند یاستفاده م عوامل کمکی در تشخیص
 وسنسوریبا استفاده از نانوب ،یقاتیکار تحق نیدر ا
ژن  ی، توالAND ونیداسیبریبر ه یمبتن ییایمیالکتروش
 7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر یدر نمونه واقع Ebfr
 نهیآم دیاس 463حدود  Ebfrقرار گرفت. ژن  یابیمورد ارز
 تازنیس نیپروزآم نیکه پروتئ کند  یم یرا رمزده
نقش  میآنز نی. اشود  یم دی) تولesatehtnyS enimasoreP(
دارد و علت  751O یژن سطح یآنت لیدر تشک یاساس
 .باشد  یم 7H:751O یکولایشیاشر یباکتر ییزا یماریب
 
 ی:بررس روش
مرحله شامل  4با انجام  ،یمطالعه تجرب نیا در
توسط  ANDژنوم، ب) هضم  ANDالف) استخراج کل 
 و  AND یحرارت ونیود الاثر ج) دناتوراسمحد میآنز
ژن  ی، توالAND ونیداسیبریبر ه یمبتن وسنسورید) نانوب
 7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر یدر نمونه واقع Ebfr
 داده شد. صیتشخ
 7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر رهیمحلول ذخ ابتدا
) آماده شد. دیگرد هیاز دانشگاه شاهد ته یباکتر هی(جدا
 یاشریشیاکول یکلونی تک باکتر کی  منظور، نیا یبرا
آگار به محیط  نتیکشت نوتر طیاز مح 7H:751O
 ساعت در گرمخانه  42براث تلقیح و  BLکشت 
 0005سپس با دور  ؛ددرجه سانتی گراد قرار داده ش 73
 های  و سلول دیگرد وژ یدقیقه، سانتریف 3به مدت 
 %0/9( نیمحلول سال کیجمع آوری شده دوباره در 
 درآمد و در  قی) به حالت تعلlCaN یحجم /یوزن
شد. تعداد  یگراد تا زمان استفاده نگهدار یدرجه سانت 4
 کروسکوپیم لهیوسه از کشت ب تریل یلیهر م یها سلول
 لام نئوبار قبل از استفاده مشخص شد. کیاز  تفادهبا اس
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 ANDنمونه و استخراج  یآماده ساز سپس
انجام شد. با توجه به  7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر
 ANDاستخراج  یمورد استفاده برا هیکه غلظت اول نیا
دست آمده ه بود، عصاره ب تریل یلیسلول در م 801 یژنوم
 مطابق با غلظت سلول  یژنوم ANDغلظت  نیاز ا
در نظر گرفته شد که  نیهمچن؛ در نظر گرفته شد هیاول
از روش دست آمده با استفاده ه ب یژنوم AND %001
  ANDاستخراج  تیو با استفاده از ک lCaN-BATC
 tiK iniM noitcartxE AND MToiBanyDمنظوره چند 
 ن،یمطلوب استخراج شده است. علاوه بر ا طیشرا تحت
و  ANDمرحله هضم شدن  یپس از ط ریز یها رقت
به دست  یژنوم AND شدن قیبار رق 01با  ون،یدناتوراس
 AND ،یستینانوحسگر ز لیو تحل هیآمد. قبل از تجز
، 01-6، 01-5، 01-4، 01-3 یها شده به رقت ماریت یژنوم
ها   رقت نیشد. بر اساس فرض فوق، ا قیرق 01-8 و 01-7
 1و  101، 201، 301، 401، 501متناظر با غلظت  ،بیبه ترت
در نظر گرفته شد.  تر،یل یلیدر م یکولایشیاشرسلول 
و  یستینانوحسگر ز نیکردن ب سهیمقا لیفرض فوق به دل
 یقسمت ت،یاست. در نها جادیا یشمارش باکتر کیتکن
  یریبار اندازه گ 3 یستیاز هر رقت با نانوحسگر ز
هر رقت  ی) براtcRΔشد و اختلاف مقاومت انتقال بار (
 .مشخص شد
 با استفاده از نرم افزار ،یکیوانفورماتیب زیاز آنال پس
 Ebfrهضم ژن  یامحدود الاثر بر میآنز 2 rettuc beN
 یکیشدند.  هیته عیانتخاب شد که هردو از نوع هضم سر
دارد و  Ebfrژن  یبرش رو گاهیجا 2که  IIobM میآنز
 زند یبرش م یجفت باز 692 دیگونوکلئوتیآن را به اول
قطعه را به  نیکه ا I1urT) IesM( میآنز یو دوم
 . با توجه بهزند یبرش م یجفت باز 09 دیگونوکلئوتیاول
  میآنز 2بافر مشترک دارند، از هر  میآنز 2 نیا نکهیا
 AND یمی. هضم آنزدیبه صورت همزمان استفاده گرد
 1شماره طبق جدول  751O یکولایشیاشر یباکتر یژنوم
 قهیدق 4و به مدت  گراد یدرجه سانت 73 یدر دما
ژنوم  یمیصورت گرفت. پس از انجام هضم آنز
 .انجام شد %2آگارز ژل  یالکتروفورز بر رو ،یباکتر
ژنوم استخراج   واکنش هضم آنزیمی: 1 شماره جدول
 7H:751O اشریشياکولیشده باکتری 
 حجم (ميکروليتر) مواد
 51 آب مقطر
 2 ژنومی استخراج شده AND
 1 01 Xهضم سریع  بافر
 1 IIobM
 1 I1urT
 02 حجم کل
 
  هیتجز یبرا ANDتک رشته  دیمنظور تول به
 شامل  ی، مخلوطANDنوحسگر نا لیو تحل
نمونه  تریکرولینانوگرم در م 02از  تریکرولیم 05
آب فاقد نوکلئاز  تریکرولیم 02برش خورده،  AND
حرارت  قهیدق 5گراد به مدت  یدرجه سانت 59در 
نمونه در مجاورت با  یسپس بلافاصله دما ؛داده شد
و  یحرارت ونی. پس از دناتوراسافتیخ کاهش یآب 
برش خورده،  AND یها  رشته تک جادیا
سطح الکترود اصلاح شده با  یرو ونیداسیبریه
 شده  تیتثب ANDssآن  ینانوذرات طلا که رو
 ییایمیامپدانس الکتروش ینیب فیبود، بر اساس ط
 ).9( شد یبررس
 یالکترود طلا یرو AND یتوال تیتثب یبرا
در  ولهیت ANDss گومریاصلاح شده با نانوذرات، اول
 مدت و به تیدرون بافر، تثبمیکرومولار)  1( 5موقعیت
 01 lCH–sirTشامل  تتثبی بافر. شد ور غوطه ساعت 2
مولار،  1 4OP2HKمولار و  میلی 1 ATDEمولار،  میلی
 تک رشته  دیگونوکلئوتی). اول8( باشد  یم 7برابر  Hp
شامل  6Cبه همراه فضاساز  5مری تیوله شده در انتهای  32
 GTTTCGATTTACTTCTCGTTGGC-6)2HC(-HS
کشور کره  noitaroproC reenoiBشده از شرکت  هی(ته
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سطح  یرا رو یخودتجمع ی لایه یک تک) یجنوب
سپس الکترود با آب دوبار ؛ دهد  الکترود تشکیل می
نمونه  ANDبا  ونیداسیبریه یشستشو داده شد. برا ریتقط
 ونیداسیبریآماده شده در بافر ه یالکترود طلا ،یباکتر
 با الکترود ازآن، پس. شد ور غوطه قهدقی 51 مدت به
هیبریداسیون شامل  بافر. شد داده شستشو فسفات بافر
مولار و  میلی 1 ATDEمولار،  میلی 01 lCH–sirT
 میکرومولار 1به همراه  7برابر  Hpمولار،  1 lCaN
 باشد. نمونه باکتری می AND
حضور زوج  در الکتروشیمیایی طیف امپدانس
 های غلظت در ]6)NC(eF[4K/]6)NC(eF[3Kکس ردو
  متشکل از الکترود 3 با استفاده از مولار و میلی 2
 )، مولار 3 lCK (در lCgA/gA الکترود مرجع 1
 طلا اصلاح شده الکترود و سیم پلاتین کمکی الکترود 1
  ثابت CD پتانسیل. کار، ثبت شد عنوان الکترود به
 استفاده شده است.) lCgA/gA مقابل در میلی ولت 022(
 تا  کیلوهرتز 1از  CAمدولاسیون (تعدیل)  فرکانس
 .انتخاب شد شده گیری  اندازه نقطه 06 با مگاهرتز 01
دستگاه های الکتروشیمیایی با استفاده از بررسی 
دارای  III balotuAμ 2 RAFپتانسیواستا/ گالوانواستا 
 eimehC ocEساخت شرکت  یپاسخ فرکانس زکنندهیآنال
 .)9انجام گرفت ( هلند
 
 :ها  افتهی
کشت  طیمح یرو 751O یکولایشیاشر یباکتر
 طیتک آن در مح یآگار رشد داده شد و کلون BL
 آن به  یژنوم ANDشد و  حیتلق عیما BLکشت 
 صیتخل تیو با استفاده از ک lCaN-BATCروش 
oiBanyD
MT
 ، استخراج tiK iniM noitcartxE AND 
  (جدول دیالکتروفورز گرد %2ز ژل آگارو یو بر رو
و غلظت ژنوم  082DO/062DOجذب  بت). نس2شماره 
با دستگاه  یشده به روش اسپکتروسکوپ صیتخل
 )retemotohportcepS pordociP 002 OCIP( کودراپیپ
است که نشان دهنده خلوص قابل قبول  ریبه صورت ز
 .)1ماره شتصویر ( باشد  یاستخراج شده م یژنوم AND
 
ژنومی باکتری  ANDنتایج استخراج  :2شماره  لجدو
 7H:751Oاشریشياکولی 
 با کيت lCaN/BATC روش استخراج
 653lµ/gn  543lµ/gn  noitartnesnoC
 1/689 1/539 A062/082
 
 
ژنومی  ANDالکتروفورز استخراج  :1شماره  صویرت
 %2روی ژل آگاروز 7H :751O اشریشياکولی باکتری 
) ژنوم باکتری 2ستون  ؛ANDمولکولی ) نشانگر 1ستون 
) ژنوم 4و  3ستون  ؛lCaN-BATCاستخراج شده با روش 
 باکتری استخراج شده با روش استفاده از کیت تخلیص.
 
 یکولایشیاشر یباکتر یژنوم AND یمیآنز هضم
 قهیدق 4و به مدت  گراد یدرجه سانت 73 یدر دما 751O
 ژنوم یمیصورت گرفت. پس از انجام هضم آنز
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انجام شد  %2ژل آگارز  یالکتروفورز بر رو ،یباکتر
 .)2 تصویر شماره(
 
اشریشياکولی هضم ژنوم باکتری  :2شماره  صویرت
  %2دود الاثر روی ژل آگاروز با آنزیم مح  7H:751O
 ؛IesM و IIobMآنزیم  2آنزیمی ژنوم با ) هضم 1ستون 
؛ کولیمول) نشانگر 3 ستون ؛ژنوم استخراج شده )2 ستون
 .IIobMهضم آنزیمی ژنوم با آنزیم ) 4 تونس
 
 یکولایشیاشر یباکتر هیجدا یمنظور بررس به
 دییأت یبرا RCP یمولکول صیاز روش تشخ 7H:751O
دست آمده، در ه ب RCPاستفاده شد. محصول  Ebfrژن 
 دییأرا ت ستمیتواند عملکرد س یم وسنسوریبا نانوب یابیارز
 AND ufpا آنزیم ب RCPواکنش  یابیارز ی. برادینما
% 2در ژل آگارز  RCPپلیمراز، محصول واکنش 
 دیبرما ومیدیبا ات یزیالکتروفورز شد و پس از رنگ آم
 یابیو ارز بررسی مورد توسط دستگاه مستند ساز ژل
الکتروفورز  یالگو 3 تصویر شماره). 9( قرار گرفت
 692و  09 یها  به اندازه Ebfrژن  شده ریقطعات تکث
 .دهد  ینشان م جفت باز را
 
 
روی  ufpبا آنزیم  RCPمحصول  :3شماره تصویر 
 %2ژل آگاروز 
و  RCP ) باند حاصل از2ستون  ؛لکولیو) نشانگر م1ستون 
و  RCP ) باند حاصل از3ستون  ؛692pbمشاهده قطعه 
 ) ژنوم استخراج شده.4ردیف  ؛09pbمشاهده قطعه 
 
 الکترود کی ییایمیامپدانس الکتروش یها فیط
 تیتثب ANDssآن  یاصلاح شده با نانوذرات طلا که رو
ژنوم هضم شده  یحرارت ونیشده، بعد از دناتوراس
آن با  ونیداسیبریو ه 7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر
پس  نیسطح الکترود و همچن یشده رو تیتثب ANDss
 ونیداسیبریه و RCP محصول یحرارت ونیاز دناتوراس
 .اند نشان داده شده 5و 4ره تصاویر شمادر  بیآن، به ترت
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کولی ااشریشيزیستی با ژنوم هضم شده باکتری  طيف امپدانس الکتروشيميایی نانوحسگر :4شماره  تصویر
 پس از دناتوراسيون حرارتی 7H:751O
 ؛ )■(شده استتثبیت   ANDssب) الکترود اصلاح شده با نانوذرات طلا که روی آن  ؛)♦(الف) الکترود اصلاح شده با نانوذرات 
 .)▲( 7H:751Oج) هیبریداسیون نانوحسگر زیستی با ژنوم هضم شده باکتری اشریشیاکولی 
 
 
 پس از دناتوراسيون حرارتی RCPزیستی با محصول  طيف امپدانس الکتروشيميایی نانوحسگر :5شماره  تصویر
 ؛ )■(تثبیت شده است  ANDssذرات طلا که روی آن ب) الکترود اصلاح شده با نانو؛ )♦(الف) الکترود اصلاح شده با نانوذرات 
 .)▲( RCPج) هیبریداسیون نانوحسگر زیستی با محصول 
 
بعد از  ستیکوئیانتقال بار در نمودار نا مقاومت
 یکولایشیاشر یبا ژنوم هضم شده باکتر ونیداسیبریه
نمودار در  نی، نسبت به اRCPو با محصول  7H:751O
 ANDssآن  ینوذرات که روالکترود اصلاح شده با نا
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 نیاست. ا افتهی شیافزا ونیداسیبریشده قبل از ه تیتثب
شده  تیتثب ANDss نیمناسب ب نشبر هم ک انگریب جینتا
 یکولایشیاشر یژنوم هضم شده باکتر ANDو 
دهنده  بوده و نشان RCPمحصول  نیو همچن 7H:751O
باکتری  Ebfrاز ژن  یا قطعه زیآم تیموفق صیتشخ
 .باشد  یم 7H:751O iloc aihcirehcsE
 یاکولیشیاشر یباکتر ینمونه واقع صیتشخ حد
شد.  یبررس ریبه روش ز وسنسوریتوسط نانوب 7H:751O
در محلول  7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر رهیمحلول ذخ
 801و با روش شمارش با لام نئوبار به غلظت  هیته نیسال
ده از روش شد. با استفا ینگهدار تریل یلیدر م یباکتر
چند منظوره  AND خراجاست تیو ک lCaN-BATC
oiBanyD
MT
 طی، تحت شراtiK iniM noitcartxE AND 
 یاکولیشیاشر یباکتر 801 یژنوم ANDمطلوب 
مرحله  یاستـخراج شد. پس از ط تریل یلیدر م 7H:751O
 ، 01-6، 01-5، 01-4، 01-3 یها ، رقـتAND هضـم شدن
 ،یحرارت ونیس از دناتوراسـدست آمد. په ب 01-8و  01-7
 یستیز هر رقت با نانوحسگر ییایمیالکتروش پدانسام فیط
) tcRΔشد و اختلاف مقاومت انتقال بار ( یریبار اندازه گ 3
 .هر رقت مشخص شد یبرا
 بیترک کی یتئور صیحد تشخ ف،یتعر طبق
که  شود  یم نییتع یغلظت نیتر نییبه عنوان پا یشیآزما
دار متفاوت از پاسخ  یبه طور معن )y( یپاسخ دستگاه
 یتئور صی. حد تشخآورد یوجود مه شاهد ب ای نهیزم
از نمونه  یبه عنوان غلظت ه،یتجز یدستگاه یها در روش
برابر با پاسخ نمونه شاهد، به اضافه  یکه پاسخ یشیآزما
 دست ه وابسته به آن ب یبرابر انحراف استانداردها 3
 ).01( شود یدر نظر گرفته م د،یآ یم
 
 یمحاسبات صیحد تشخ =By+3BS
 
 یبرا یپاسخ دستگاه نیانگی، مByرابطه  نیا در
اختلاف مقاومت  اری، انحراف معBSشاهد و  یها نمونه
 یستیز . پاسخ نانوحسگرباشد یشاهد م یها  بار نمونه
 آن در جدول جیبار تکرار شد و نتا 5نمونه شاهد  یبرا
ست آمده، ده ب جیتوجه به نتاشده است. با  هئارا 3 شماره
که اختلاف مقاومت  ییایمیامپدانس الکتروش یها فیط
اهم باشد، به عنوان پاسخ  0315از  شتریانتقال بار آن ب
 .شوند یمثبت در نظر گرفته م
نشان داده  6 تصویر شمارهکه در  طور همان
ژنوم  صیقادر به تشخ یستینانوحسگر ز نیشده است، ا
  ).3 شماره بود (جدول 01-6تا رقت  یهضم شده باکتر
ها،  با توجه به فرض در نظر گرفته شده در فصل روش
در  یکولایشیاشر یباکتر 201رقت متناظر با غلظت  نیا
 است. تریل یلیم
 
 تثبيت شده (نمونه شاهد) ANDssالکترود اصلاح شده با نانوذرات طلا که روی آن  پاسخ :3شماره  جدول
 ANDssاصلاح شده با نانوذرات طلا و تثبيت پاسخ الکترود  tcR
 1شاهد تکرار   زیستی برای نمونه پاسخ نانوحسگر 0934
 2شاهد تکرار   زیستی برای نمونه پاسخ نانوحسگر 0824
 3شاهد تکرار   زیستی برای نمونه پاسخ نانوحسگر 0844
 4شاهد تکرار   زیستی برای نمونه پاسخ نانوحسگر 9474
 5شاهد تکرار   زیستی برای نمونه پاسخ نانوحسگر 0584
 های شاهد  ، ميانگين پاسخ دستگاهی برای نمونهBy 0844
 های شاهد ، انحراف معيار اختلاف مقاومت بار نمونهBS 512/7078
 حد تشخيص =By+3BS 7215/216
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مختلف ژنوم هضم شده باکتری های   زیستی با رقت طيف امپدانس الکتروشيميایی نانوحسگر :6شماره  تصویر
 پس از دناتوراسيون حرارتی 7H:751Oاشریشياکولی 
ژنوم  3 -01هیبریداسیون در رقت  )b؛ تثبیت شده است AND الکترود اصلاح شده با نانوذرات که روی آن پروب )a
  ؛ضم شدهژنوم ه 5 -01هیبریداسیون در رقت  )d ؛ژنوم هضم شده 4 -01هیبریداسیون در رقت  )c؛ هضم شده
 ژنوم هضم شده. 6 -01هیبریداسیون در رقت  )e
 
 :بحث
 کیمبتنی بر جفت شدن  یستیز یحسگرها
 یکیزیمبدل ف کیبه همراه  یکیولوژیعامل مشخص ب
قابل  گنالیس کیبه  یکیولوژیاطلاعات ب لیتبد یبرا
). 11( باشند ها، می  متناسب با غلظت آنالیت ص،یتشخ
وجود آمده ه ب راتییتغ ممکن است به علت گنالیس
جذب گازها  اینظیر تغییر در غلظت پروتون، انتشار و 
انعکاس  ای)، جذب ژنیاکس ای اکی(به عنوان مثال، آمون
 ).21( جرم تولید شود راتییتابش نور، انتشار گرما و تغ
ها و  با استفاده از تکنیک AND ونیداسیبریه
ت. های مختلف در گزارشات بررسی شده اس  دستگاه
توسعه آسان،  ازمندین یکیحال، آزمایشات ژنت نیبا ا
 دادیارزان برای گزارش رو یها  و دستگاه عیسر
مناسب  کیتکن کیباشند.  می ونیداسیبریه
 صیدر تشخ یا که کاربرد گسترده ییایمیالکتروش
 ییایمیامپدانس الکتروش ینیب فیدارد، روش ط AND
) SIE =ypocsortcepS ecnadepmI lacimehcortcelE(
 ).41،31( باشد  یم
 صیتشخ یبرا وسنسورینانوب یریکارگه از ب قبل
نمونه  ی، مرحله آماده سازAND/AND ونیداسیبریه
تک رشته  ANDقطعه  جادیبه صورت ا یژنوم باکتر
 یبرا یمختلف یها  . در حال حاضر، پروتکلشود یانجام م
ها  آن نیتر وجود دارد که مهم یباکتر ANDاستخراج 
مانند  یدست یها  روش ایو  یتجار یها  تیاستفاده از ک
 یروش ها ،ی. به طور کلباشد یم lCaN-BATCروش 
 : شوند یم میتقس یدیمرحله کل 3به  ANDاستخراج 
 صی) تخل3و  AND ) استخراج2 ،یسلول بی) تخر1
سلول و  وارهید بیتخر لهیوسه ب کینوکلئ دیاس. AND
 ن،یبا پروتئ AND نیب اتیاختلاف خصوص قیسپس از طر
 ندی. در فراشود  یاستخراج م ANRد و یساکار یپل د،یپیل
 ش،ی(سا یکیمکان قیاز طر معمولاً یسلول وارهید ب،یتخر
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 ای) و یکیالکتر دانیو م ویکروویحرارت، فراصوت، ما
  نی) از بها میو آنز X001-notirT، SDS( ندهیمواد شو
 ؛ شوند  یزاد مداخل سلول آ یکیو مواد ژنت رود یم
 -فاز فنل 2( شود یم یجزء بند عیدر فاز ما ANDسپس 
کلروفرم  -فنل رایشود، ز یاستفاده م شتریآب ب کلروفرم/
 که یدر حال ؛دیرا حل و دناتوره نما ها نیپروتئ تواند یم
 روش معادل آن، با جذب  ای) و کند  یرا حل نم AND
) با یسیمغناط یدانه ها ایژل (و  کایلیسطح س کی یبر رو
 نمک انجام  یبافر بالا یوندیپ لیاستفاده از روش م
 یشستشو ای( یدر محلول آب AND ت،یشود. در نها یم
 ها در سطح فاز  تحت بافر کم نمک اگر آن ییابتدا
 کند یجامد جذب شده باشند) توسط الکل رسوب م
). از 61،51) (زوپروپانولیحجم ا 1 ایحجم اتانول  2/5(
به استخراج  ازین یو مولکول یژنوم صیتشخ یبرا آنجا که
 جهت کم کردن  یادیمطالعات ز باشد، یم AND
و ادغام مرحله  ANDمراحل و کاهش زمان استخراج 
انجام  صیبا مرحله تشخ ینمونه ژنوم باکتر یآماده ساز
 .)81،71( شده است
ژنوم  صیقادر به تشخ یستینانوحسگر ز نیا
رقت متناظر  نیبود و ا 01-6تا رقت  یهضم شده باکتر
است.  تریل یلیدر م یکولایشیاشر یباکتر 201با غلظت 
و همکاران در  yhdahaMکه توسط  یدر مطالعه مشابه
 AND صیتشخ یفوق حساس برا یستیحسگر ز نهیزم
 یگزارش شد که حسگر خازن .انجام شد اسهیانتروباکتر
 یکولایشیاشر یباکتر 01 صیساخته شده قادر به تشخ
 .)91( است تریل یلیدر م
که بر اساس  یستیز نانوحسگر بیمعا از
 نیاست که در ا نیا ،کنند یکار م AND ونیداسیبریه
 AND شامل استخراج یبه مراحل آماده ساز ازیروش ن
  ANDss جادیو ا یمیهضم آنز سم،یکروارگانیاز م
بر بوده و  نمونه زمان یآماده ساز نیتک رشته دارد. ا
پردازش  نیابنابر ؛کاذب منجر شود جیبه نتا تواند یم
 یادیز تیروش اهم نیقبل از استفاده در ا ANDنمونه 
مانع بزرگ  نیدارد. بر اساس مطالعات انجام شده، آخر
 یو عمل یمحصول واقع کیبه  دنیتحقق بخش یبرا
کامل  یساز کپارچهی ک،یولوژیعوامل ب صیتشخ
 یبرا ژهیوه ب نمونه به طور خودکار یآماده ساز ندیافر
 کار  کینوکلئ دیکه بر اساس تست اس ییها ستمیس
نمونه  ی. با ادغام مراحل آماده سازباشد یکنند، م یم
به صورت خودکار، مصرف واکنشگرها، زمان سنجش 
 ).02( ابدی یکاهش م یو خطر آلودگ
مطالعه  نیدست آمده در اه ب جیتوجه به نتا با
 ونیداسیبریبر ه یمبتن وسنسوریکه نانوب شود یمشخص م
 در نمونه  Ebfrژن  یتوال صیتشخ یبرا AND
حسگر  کی 7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر یواقع
 یستیز یوجود، حسگرها نیباشد. با ا یمناسب م
 یهنوز دارا کیولوژیعوامل ب صیتشخ یبرا AND
 نهیزم نیدر ا یعیهستند و مطالعات وس ییها  تیدمحدو
 در حال انجام است.
 
 :یریگ هجینت
 یدر نمونه واقع Ebfrاز ژن  یبخش ق،یتحق نیا در
پس از استخراج و هضم  7H:751O یاکولیشیاشر یباکتر
 کیتوسط  AND یحرارت ونیژنوم و دناتوراس یمیآنز
داده  صیتشخ AND ونیداسیبریبر ه یمبتن وسنسورینانوب
مناسب بود  تیدقت و حساس یدارا وسنسورینانوب نیشد. ا
توانند  ی، مSIE صیتشخ سبر اسا AND یو حسگرها
 کیولوژیعوامل ب صیساخت ابزار تشخ یبرا یا نهیزم
 باشند.
 
 :و قدردانی تشکر
از تمامی استادان، پژوهشگران و همکاران 
(ع) که در به نتیجه  محترم در دانشگاه جامع امام حسین
رسیدن این تحقیق تلاش فراوان کردند، تشکر و 
 .شود یم یسپاسگزار
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Background and aims: Clinical symptoms of patients infected with Escherichia coli O157:H7 
is a wide range and diagnosis of the symptoms is difficult. to detect conventional methods of 
biological agents have many disadvantages. The aim of the current study was detection of rfbE 
gene in real samples of Escherichia coli O157 by by DNA hybridization-based nanobiosensor. 
Methods: In this experimental study, for sample preparation prior to the measurement by the 
biosensor, the genome of the Escherichia coli O157 was extracted by the CTAB-NaCl method and 
DynaBio
TM
 DNA Extraction Mini Kit. Enzymatic digestion of genomic DNA of Escherichia coli 
O157 was perform at 37°C for 4 minutes and thermal denaturation. To be sure, rfbE gene Escherichia 
coli O157:H7 was detected by PCR. The rfbE gene sequence in real samples of Escherichia coli 
O157:H7 was measured by DNA hybridization-based nanobiosensor. 
Results: The results of the charge transfer resistance indicate proper interaction between ssDNA 
immobilized on the electrode with the DNA digested genomic of Escherichia coli O157:H7 and 
PCR product that is represents of successful detection of the rfbE gene Escherichia coli O157:H7. 
The nanobiosensor was able to detect bacteria digested genome to 10-6 dilution that this dilution is 
corresponding to the concentration of 102 of Bacterium Escherichia coli. 
Conclusion: In this study, the nanobiosensor based on DNA hybridization was used for the 
detection of rfbE gene sequences in the real sample of Escherichia coli O157:H7 with high 
sensitivity and accuracy that could be a basis for making DNA detection tool. 
 
Keywords: Escherichia coli O157:H7, Nanobiosensor, DNA hybridization. 
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